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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

(g) Verfahren zur Inaktivierung von Viren mit Hilfe von Acridin oder Acridinderivaten 

@ Die Erfindung betrifft die Verwendung von Acridin oder 
Acridinderivaten, bevorzugt in Kombination mit Benzalkoni- 
umchlorid, zur Inaktivierung von umhullten oder nichtum- 
huliten Viren. Das erfindungsgemaSe Verfahren wird bevor- 
zugt in Gegenwart von Proteinen durchgefuhrt, deren biolo- 
gische Aktivitat dabei weitgehend erhalten bietbt. 
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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Beschreibung. 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Acridin oder Acridinderivaten, bevorzugt in Kombination mit 
Benzalkoniumchlorid, zur Inaktivierung von umhullten oder nicht umhullten Viren. Das erfindungsgemaBe 
Verfahren wird bevorzugt in Gegenwart von Proteinen durchgefiihrt, deren biologiscbe Aktivitat dabei weitge- 
hend erhalten bleibt 

Seit Jahren ist bekannt, daB unbehandeltes humanes Plasma oder Serum humanpathogene Viren enthalten 
kann, wie beispielsweise HIV, HBV oder HCV, die im Falle einer Obertragung auf empfangliche Rezipienten 
schwerwiegende Erkrankungen, wie AIDS oder Hepatitis verursachen konnen. Um diese potentielle Virasaber- 
tragung zu verhindern, werden Therapeutika, die aus humanem Plasma oder Serum gewonnen werden, zum 
einen nur aus vorselektierten, nach menschlichem Ermessen virusfreien Ausgangsmaterialien hergestellt und 
zum anderen virusinaktivierenden -/eliminierenden Schritten im Herstellungsverfahren unterworfen. Die Effi- 
zienz der angewandten Virusinaktivierungs-/eiiminationsmethode wird dabei unter Anlegung strenger MaBsta- 
be nachgewiesen und stindig uberpruft 

Neben physikalischen sind audi chemische Virusinaktivierungsschritte bei der Herstellung der genannten 
Therapeutika bekannt Ein besonders haufig diskutiertes chemisches Verfahren ist die SD (solvent/deter- 
gent)-Methode. Sie ist dazu geeignet, umhullte Viren, d. h. Viren, die von einer lipidhaltigen Membran umgeben 
sind, zu inaktivieren, hat jedoch den entscheidenden Nachteil, gegenuber alien bekannten nicht umhullten 
(mantellosen) Viren vollig unwirksam zu sein. DarQber hinaus ist auch kein anderes chemisches Verfahren 
bekannt welches geeignet ware, nicht umhQllte Viren zu inaktivieren, bei gleichzeitigem Erhalt der biologischen 
Aktivitat der Proteinbestandteile des Therapeutikums oderdes humanen Plasmas oder Serums. 

Obwohl die chemischen Virusinaktivierungsverfahren nur erganzend zu den physikalischen Methoden ange- 
wandt werden, und obwohl die meisten potentiell durch Blut und Blutprodukte ubertragbaren Viren einen 
Lipidmantel tragen, besteht aus Grunden der Sicherheit ein auBerordentliches BedQrfnis, chemische Inaktivie- 
rungsverfahren bereitzustellen, die auch nicht umhullte Viren zuverlassig inaktivieren. Dies wird umso mehr 
gewQnscht, als kurzlich auch HAV und Parvoviren, wie beispielsweise Parvovirus B 19, als potentiell durch 
Blutfliissigkeiten oder Blutprodukte Ubertragbare Viren diskutiert wurden. (Vox Sanguinis 67, Supplement 1, 
1 994: Proceedings of a Symposium held at the New York Blood Center). 

Der Erfindung lag also die Aufgabe zugrunde, ein industriell anwendbares Verfahren zur chemischen Virusin- 
aktivierung zu entwickeln, wobei unter Erhalt der biologischen Aktivitat anwesender, z. B. therapeutisch nQtzIi- 
cher Proteine, umhullte und nicht umhQllte Viren, wie z. B. Parvoviren, inaktiviert wenden. 

Diese Aufgabe wird erfindungsgemaB dadurch geldst, daB man Acridin oder ein Acridinderivat der zu 
behandelnden proteinhaltigen Flflssigkeit zusetzL Es wurde uberraschenderweise gefunden, daB Acridin oder 
Acridinderivate umhullte und nicht umhullte Viren inaktivieren. 

Oberraschenderweise wurde auBerdem gefunden, daB eine Kombination aus Acridin oder einem Acridinderi- 
vat und Benzalkoniumchlorid eine synergistische Wirkung bei der Virusinaktivierung entf altet; d. h. die GrdBen- 
ordnung der Virusinaktivierung der Kombination liegt hoher als die jeder Einzelsubstanz. 

Das erfindungsgemaBe Virusinaktivierungsverfahren kann mit Proteinlosungen wie Blut, Serum, Plasma, 
Blutprodukten, Allantoisflussigkeit oder Milch durchgefiihrt werden. Die Virusinaktivierung wird-bei einem pH 
5—9 und einer Temperatur von 20°C bis 60°Q vorzugsweise zwischen 25°C und 37°C durchgefOhrt und dauert 
30Minuten bis lOStunden, vorzugsweise 2—5 Stunden. Zur Vmisinaktivierung benutzt man fur die Acridine 
eine Konzentration von 1,0 g-0,004 g/1, vorzugsweise 0,1 g-0,001 g/1, fiir Benzalkoniumchlorid eine Konzen- 
tration von 0,1 g— 0,004 g/1, vorzugsweise 0,05 g— 0,01 g/L 

Die Entfernung der Acridine und des Benzalkoniumchlorids aus den Proteinlosungen, sofern dies notwendig 
ist, ist mittels einfacher, bekannter Methoden, wie Adsorption an Aktivkohle oder Dialyse moglich 

Ein weiterer Vorteil des erfindungsgemSBen Virusinaktivierungsverfahrens liegt in der weitestgehenden 
Schonung der Proteinbestandteile des zu behandelnden Materials: unterschiedliche biologische Aktivitaten, wie 
z. B. Antik5rperaktivitat und Gerinnungsaktivitat, werden nicht oder nur in einem tolerierbaren AusmaB redu- 

ziert ... 
Das erfindungsgemaBe Virusinaktivierungsverfahren kann daher beispielsweise zur Dekontamination der 

folgenden Materialien eingesetzt werden: 

— proteinhaltige L6sungen(verdunnt oder konzentriert) 

— Blut oder Blutprodukte; sowohl die flussigen als auch die zellularen Bestandteile 

— Serum, Plasma 

— AllantoisflQssigkeit 

— Organextrakte 

— MUch 

— Pufferlosungen 

— AntigenefurDiagnostika 

— Vaccine, Antigene fur Vaccine. 

Weiterhin ist das erfindungsgemaBe Verfahren zur Desinfektion bei Viruskontamination von beispielsweise 
Raumen, Geraten, Abwassern, Abfailen und Oberflachen aller Art geeignet Auch die Desinfektion von virus- 
kontaminierten Organtransplantaten, wie z. B. Hornhaut, Hirnhauten, Leber, Herz, Lunge oder Nieren ist 
moglich 

Die vorliegende Erfindung wird weiterhin durch die nachfolgenden Beispiele erlautert 
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Bei den erfindungsgemaBen Verfahren generell angewandten Methoden 

Vinjs: Wurde in bekarinter Weise in Gewebekulturen vermehrt, 

die Virusernten. wurden zentrifugiert und dienten als 
Ausgang fur die weiteren Untersuchungen. 
Der Infektiositatstiter wurde in Mikrotiterplatten - 8 Re- 
plica a 0.1 ml/ Verdunnungsstufe - durch Doppeltitration 
bestimmt 

Stammlosungen: . ' Ethacridintectat (EL) 3%ig in Aqua dest. ^ 

Entozon®(E) 3%ig in Aqua dest \ Acridine 

Acriflavin (A) 1 %ig in Aqua dest J 

Benzalkoniumchlorid 

(BACI) 10% in Aqua dest. 

AUgemeine Versuchsdurchfuhrung 

9 Teile Puffer oder Medium oder ProteinlSsungen wurden mit 1 Teil Virus gemischt Danach erfolgte die in 
den Einzelbeispielen angegebene Mengenzugabe der Stammldsungen zur Virusinaktivierung und erneute 
Durchmischung mit anschlieBender Virustitration. Nach den in den Einzelbeispielen genannten Zeiten und 
Temperaturen wurden Proben entnommen und in Doppelbestimmungen titriert, um die verfahrensbedingte 
Virusinaktivierung messen zu kdnnen. 

Untersuchte Virusarten 



Abkurzung 


Name 


PI 3 V 


bovines Parainfluenza 3- Virus 


BPV 


bovines Parvovirus 


PPV 


porcines Parvovirus 


IBRV 


infektiflses bovines Rhinotracheitis-Vinis 


BVDV 


bovines Virusdiarrhoevirus 


CPV 


canines Parvovirus 


BAV-1 


bovines Adenovirus Typ 1 


Reo3 


Reovims Typ 3 


Influenza A 


Influenza A- Virus Shangdong 


Influenza B 


Influenza B- Virus — B Panama. 



Im Text verwendete weitere Abkurzungen/Bezeichnungen: 
EME-M edium: Eagles Minimum Essential Medium 

Beriate® P: Gerinnungsf aktor VIIIrC-Konzentrat, pasteurisiert (Behringwerke AG, Marburg, Deutschland) 
Haemate® P: Konzentrat aus Gerinnungsfaktor VIII und Von-Willebrand-Faktor, pasteurisiert (Behringwerke 
AG, Marburg, Deutschland) 

Beriplex® P: pasteurisiertes Prothrombin-Komplex-Konzentrat (Behringwerke AG, Marburg, Deutschland) 
Venimmun®: humane polyvalente Immunglobulin- Preparation (7S) zur intravenosen Anwendung (Behringwer- 
ke AG, Marburg, Deutschland) 
Entozon®: Praparat folgender Zusammensetzung: 
1 g Granulat enthalt 0,059 g Dimethoxy-6-ritro-9-[(3-diethylammo^ 
chlorid und 0,295 g Ethacridinlactat (ASID Veterinar Vertriebs GmbH) 

QAE-Cellulose: Diethyl-2-hydroxypropyIaminoethyl-Cellulose (Ionenaustauscher zur Proteinreinigung) 
FKS: fatales Kalberserum. 

Beispiel 1 
Inaktivierung von PI3V durch BACI 
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EME-Medium wurde mit PI3- Virus und BACI gemischt und bei 37° C im Wasserbad inkubiert Nach den 
angegebenen Zeiten wurden Proben zur Prttfung der Virusinaktivierung entnommen. Die Ergebnisse sind in 
Tab.l aufgefuhrt 

Tabelle 1 

Inakthrierung von PI3- Virus mit BACI bei 37° C 



Zeit (n) 


BACI Zugabe 


Testgesteiiter 


virusinaKtivierung 




(mg/mi) 


virusiiier 


U°910 /m| / 






(iogm/mi) 






n <\Cr\r\\rc\\p\ 

\J ^Txwl 111 UllC.y 


7 4 






0.1 


<1.5 


• £5,9 


Q-0,03 1 ) 


0,05 


<;1,5 


£5,9 


0,025 


6,0. 


1.4 




0,0125 


6.9 


0,5 




0 (Kontrolle) 


6,8 






0,1 


<M,5 


£5,3 


1 


0,05. 


£1.5 


£5,3 • 




0,025 


£1.5 


£5,3 




0,0125 


• 5,5 


1,3 



10 



15 



20 



25 



30 



1 ) gleich nach Zugabe von BACI und Durchmischen des Reaktionsansatzes 



35 



40 



45 



Wie aus den Resultaten in Tabelle 1 hervorgeht, wird PI 3 -Virus durch die haben Dosen BACI (0,1 mg/ml, 
0,05 mg/ml) sehr rasch inaktiviert, d. h. in der Zeit, die benotigt wurde, die virushaltige Probe mit BACI gut zu 
durchmischen, eine Probe zu entnehmen und diese zu titrieren, um die Infektiositat von PI 3 -Virus festzustellen, 
war kein infektidses Virus mehr nachweisbar. Bei den beiden anderen gepruften BACI-Konzentrationen 
(0,025 mg/ml und 0,0125 mg/ml) ist eine klare Konzentrations-Zeitabhangigkeit der Virusinaktivierung erkenn- 
bar. 

Beispiel2 

Virusinaktivierung mittels BACI oder Entozon 

Die in Tab. 2 aufgefOhrten Virusarten wurden mit BACI oder Entozon versetzt und bei 45° C inkubiert Die 
Probenentnahme fur die Virustitration erfolgte 1 oder 2 Stunden nach Testbeginn. 
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Tabelle2 

Virusinaktivierung mittels BACI oder Entozon bei 45° C 

5 



Virus 




ouu5ianzz.uyduy 




\/Trr !c» 

v irus- 










\/In j cf ?har 


inaKiivierung 






• 


• 


(\r\c\A n/mll 

^luy'jQ/mij 


U°910 /m, y 


10 






Kontroiie u 




U • 




• 


1 oiunue 


Dnwi u,uu 






15 






n n 01 


5 2 


n 








4 6 


n 






2 Stunden 


BACI 0,05 


4,6 . 


0 




BPV . 




0,01 


4,6 


0 


20 






Kontroiie 0 


4,7 


0 


I 


1 Stunde 


Entozon' 0,030 


— * * i w 


£3,2 








' 0,015 


£1,5 


> 3 2 




| 




Iaui luuiic u 




n 


25 




2 Stunden 


Entozon 0,030 




£3.1 . 








0,015 


£1,5 


■ £-3.1 








Kontroiie 0 


. 5,6- 


0 






1 Stunde 


Entozon 0,030 


3,3 


2,3 . 


30 


PPV 


0,015 


3,7 


1,9 








Kontroiie 0 


5,6 


0 






2 Stunden 


Entozon 0,030 


2,2 


3,4 * 








0,015 


2,7 


2.9 


35 



Wie die Ergebnisse in Tabelle 2 zeigen, wird BPV durch BACI unter den gewahlten Versuchsbedingungen 
nicht inaktiviert Mittels Entozon ist eine Inaktivierung mdglich, wobei die Inaktivierung beim BPV wesentlich 40 
schneller als beim PPV erfolgt 

Beispiel 3 

Virusinaktivierung mittels BACI und Acriflavin 45 

Die in Tab. 3 aufgefuhrten Suspensionen der Vimsarten wurden mit BACI oder Acriflavin versetzt und bei 
37° C 2 Stunden inkubiert Danach wurden Proben fQr die Titration zur Feststellung der Virusinaktivierung 
entnommeiL 
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Tabelle3 



5 


Virus 


Substanzzugabe 


festgestellter 


Virusinaktivierung J 






(mg/mi) 


Virustiter 


(log-jQ/ml) ! 






j 


«oain/ml) 1 




10 


IBRV 


Kontrolle 0 


5.1 


0 






BACI 0,01 


<1,5 


>3.6 






Acriflavin 0.001 


1,8 


3,3 


15 


PI 3 V . 


Kontrolle 0 


5.6 


0 






BACI 0,01 . 


^1.5 


*4.1 






Acriflavin 0.Q01 


3.2 


2.4 


20 


BVDV 

• 


Kontrolle 0 


6,2 


0 


BACI 0,01 


2.3 


3.9 






Acriflavin 6,001 


2.5 


. 3,7 


25 


BPV. 


Kontrolle 0 


5.4 








BACI 0,01 


5.9 


• 






Acriflavin* 0,001 


<1.5 


>3.9 • | 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 



Wie die Ergebnisse in Tabelle 3 zeigen, werden die umhQllten Virusarten - IBRV, PI 3 V, BVDV ^ sowohl 
durch BACI und Acriflavin inaktiviert, wobei die Inaktivierung durch BACI etwas starker ist Das nackte Virus 
BPV wird durch Acriflavin inaktiviert, nicht jedoch durch BACI alleine, 

Nachdera die Virusinaktivierung mittels Acriflavin und BACI in EME-Medium nachgewiesen war, uberpruf- 
ten wir, ob diese Substanzen auch Virus in proteinhaltigen Losungen inaktivieren kdnnen. Die folgenden 
Proteinldsungen wurden mit den angegebenen Virusarten versetzt: 



Beripiex® 

Pferdeserum 

Beriate® 

Haemate® 

Venimmun® 

FKS 

Ei-AIlantoisflflssigkeit 



PPV 

BVDV, BPV 

BVDV, BPV, BAV-1, Reo3, IBRV 

PPV,Reo3 

BVDV, PPV, CPV 

CPV 

Influenza A, Influenza B 



Die bei diesen Versuchen erzielten Resultate sind nachf olgend tabeUarisch aufgefuhrt 

BeispieM 

Virusinaktivierung mit Acridinen und Benzalkoniumchlorid in Proteiniosungen 

Wie aus den Ergebnissen in Tabelle 4 hervorgeht, ist es moglich, ganz unterschiedliche Viren mit Acridinen 
und/oder Benzalkoniumchlorid, raethodisch einfach, in Proteinldsungen zu inaktivieren. Hierbei zeigt sich aber 
klar, dafl mittels Benzalkoniumchlorid alleine nur hullhaltige Viren zu inaktivieren sind, wahrend mittels Acndi- 
nen sowohl huOhaltige, als auch hullenlose Virusarten inaktiviert werden. Beide Substanzen wirken in ihrer 
viruziden Wirkung synergistisch, dh. die GroBenordnung der Virusinaktivierung 1st bei der Kombmation 
Acriflavin + Benzalkoniumchlorid hoher als bei den beiden Einzelsubstanzen. 

Die Resultate in Tabelle 4 zeigen auch, daB die Virusinaktivierung in Proteiniosungen abhangig ist von: 

1 . der zu inaktivierenden Virusart 

Z den Bestandteilen und Art der Proteinlosung 

3. der Inaktivierungsmittelkonzentration 

4. der Inaktivierungszeit 

5. der Inaktivierungstemperatur. 

Ferner ist die Virusinaktivierung pH-abhangig - Resultate nicht gezeigt Bei pH unter 5,5 verlauft die 
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Virusinaktivierung iangsamer als bei hdheren pH-Werten. 

Die Tabellen 5—7 beinhalten die Resultate der biologischen Wirksamkeit der Proteinlosungen nach Virusin- 
aktivierung mittels Acriflavin und/oder Benzalkoniumchlorid Die Bestimmung der biologischen Wirksamkeit 
erfolgte beim Venimmun® durch den Gehalt an Antikdrpern vor und nach Virusinaktivierung, bei Haemate®, 
Beriate® und Beriplex® durch die Bestimmung der gerinnungsfdrdernden Aktivitat — gemessen in internationa- 
len Einheitea 
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Kohzen- . 

tration 

(mg/ml) 


0,001 


o 

cf 


0,001 
0,01 


0,001 


0,001 


Inaktivie- * 
rungsmittel 


Acriflavin 


BACI 


Acriflavin + 
BACI 


Acriflavin 


Acriflavin 


ProteinlQsung und 
Virus 


Beriplex + PPV 


Beriplex + PPV 


Beriplex + PPV 


FKS + CPV 


FKS + CPV 



11 



DE 44 44 045 Al 



Tabelle 5 



Bestimmung der biologischen Aktivitat (Antikorpertiter) in ProteinlSsungen vor und nacb. Virusinaktivierung 

mittels Acriflavin und Benzalkoniumchlorid 



Proteinlosung 



Bezeich- 
' nung ' 



Temperatur u. 
Dauer der 
Behandlung 



rezipr. Neutralisationstiter .© 
. gegen Poliovirus Typ 1 



ohne 
Inaktivierungs 
-mittel 



mit 

Inaktivierungs 
-mittel © 



kryoarmes : 
humanes ■ 
Plasma 

(Einzelplasma) 



Ht 
H2 
H3 
H4 

H5. 



37°C 
2 Stunden 



646 
741 
741 
646 
376 



646 
' 562 

646 
" 741 

562 



Venimmun®- 
(Endprodukt) 
verschiedene 
Chargen 



V1 

V2. 
V3 
V4 
V5 



• 37°C 
2 Stunden 



2234 
1950 
1698 
1698 
1479 



.851 

1698 

1698 

1698 

1479 



kryoarmes 
humanes 
Plasma . - 
(Einzelplasma) 



H1 
H2 
H3 
.H4 
H5 



45°C 
2 Stunden 



427 

1288 

1288 

.977 

977' 



977 
977 
•977 
1122 
1288 



Venimmun ® 
(Endprodukt) 
verschiedene 
Chargen 



V1 
V2 
V3 
V4 
V5 



45°C 
2 Stunden 



1950 
2570 
2234 
2234 
2234 



2234 
2234 
1479 
1950 
1479 



© 



Tilerberechnung nach Spearman-K§rber aus log 2 -Verdunnungsreihe mit 8 Replica/ 
Verddnnungsstufe 

Acriflavin 0,001 mg/mt + BACI 0,02 mg/ml 
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Tabeile6 

Bestimmung der biologischen Aktivitat (Antikdrper) in Proteinldsungen vor und nach Virusinaktivierung mittels 

Acriflavin und Benzalkoniumchlorid 



Proteiniosung 


Bezeich- 


Temperatur u. 


rez. HAH-Anti- 


rez. HAH-Anti- 




nung 


Dauer der . 


Pl3-Virus 


Reo3-Virus 




Behandlung 


Antik-Titer ® 


. Antik.-Titer<D 








ohne 


mit 


ohne 


mit 








I. © 


I.O 


I.O 


\.Q> 


* 


H1 




80 


80 


320 


320 


kryoarmes 


H2 




80 


80 


320 


320 


humanes 




45°C 










Plasma* 


H3 




80 


80 


320 


320. 


(Einzelplasma) 




2" Stunden 












H4 




80 


80 


320 


320 




H5 




80 


80 


320 


320 




V1 




320 


320 


320 


320 




V2 




ion 

ozu 


OZU 


ozu 


ion 


Venirnrnun ® 




. 45°C 


ion 




ozu 


ion 


(Endprodukt) 
verscniedene 


V3 


2 Stunden 


Chargen 


V4 




320 


320 


320 


320 




V5 


• 


320 


320 


320 


320 




P1 








640 


640 ' 




P2 








640 


640 


Pferdeserum 




45°C 










(Einzelseren) ; 


P3 




n.d. 


n.d. 


640 


640 




2 Stunden 












P4 








640 


640 




P5 








640 


640 



© Titerbestimmung in iog^VerdOnnungsreihe 

© I. = Inaktivierungsmittel: Acriflavin 0.001 mg/ml + BACI 0.02 mg/ml 
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Tabelle7 

Bestiramung der biologischen Aktivitat (Gerinnungsaktivitat) von ProteinlSsungen vor und nach 
Virusinaktivierung mittels Acriflavin (A) und Benzalkoniumchlorid (BaCI) 



ProteinlOsung 


Temperatur 
u. Dauer der 
Behandlung 


Inaktivie- 
rungsmittel 


Inaktivierungs- 
mittelkonzen- 
tration (mg/ml) 


Aktivitat 
(lU/ml) 






A 


0,01 


3,9 






A 


0,03 


4.2 


^rvnnrntpin- 

losung nach ; 
AI(OH) 3 - 
+ QAE- 
Behandiung 


3 Stunden 
45°C 


A 
BACI 
BACI 


0,001 
0.1 • 
0,05 


4.4 
6.9 • 
6.1 






A + BACI 


0.001 + 
0,05 


4,1 




• 


Kontrolle 


0 


5.3 






A 


0,002 


18,9 






A 


0,001 


. leia 


Haemate ® 
Faktor VIII 


3 Stunden 
37°C 


BACI 
A + BACI 


0,02 . 

0,001 + 
0,02 


20,7 
17,6 




i 


Kontrolle 


0 


24.1 






A 


0,002 


48.8 


• 


• 


A 


0,001 


50.0 


Beriplex® 
Faktor II 


3 Stunden 
37°C 


BACI 
A + BACI 


0,02 

0,001 + . 
0,02 


61,3 
47.9 






Kontrolle 


o 


68,6 



Wie aus den Resultaten in Tabelle 5 und 6 hervorgeht, wird der Gehalt an neutralisierenden (Polio Typl) und 
yyib *u» ucu , ftjiiii Antilcornern in Venimmun® bei der Virusinaktivierung mittels Acndinen 

Z^SS^S^SSS^ (Beriate* Haemate*. Beriplex*) ist der Aktivitatsabfall nach Acndtnen/ 
Benzalkoniumchlorid Inaktivierung tolerierbar (Tabelle 7). 
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Patentanspruche 

I. Verfahren zur Inaktivierung von Viren, dadurch gekennzeichnet, daB Acridin oder ein Acridinderivat 
eingesetzt wird 

2 Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB zusatzlich Benzalkoniumchlorid eingesetzt 5 
wird 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB es in Anwesenheit von Proteinen 
durchgefuhrt wird und die biologische Aktivitat dieser Proteine erhalten bleibt 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dafl die Inkubation bei einer Temperatur 
von 20— 60° C durchgefuhrt wird 10 

5. Verfahren nach einem der Vorhergehenden Anspruche 1 — 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Tempera- 
tur 25 - 37° C betragt 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 1 —5, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkubation 
bei pH 5 — 9 durchgefuhrt wird 

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche 1—6, dadurch gekennzeichnet, daB Acridin oder 15 
das Acridinderivat in einer Konzentration von 0,001 bis 1,0 g/l eingesetzt wird 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB Acridin oder das Acridinderivat in einer 
Konzentration von 0,004 bis 0,1 g/I eingesetzt wird 

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche 2-8, dadurch gekennzeichnet, daB Benzalkoni- 
umchlorid in einer Konzentration von 0,004 bis 0,1 g/l eingesetzt wird 20 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB Benzalkoniumchlorid in einer Konzentration 
von 0,001 bis 0,05 g/l eingesetzt wird 

I I. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche 1—10, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkuba- 
tionszeit 0,5 h— 10,0 h betrSgt 

12. Verfahren nach Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Inkubationszeit 2— 5 h betragt 25 

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche ,1—12, dadurch gekennzeichnet, daB die Viren 
Parvoviren oder andere unbehGlIte Viren sind 

14. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnsprOche 1 — 13, dadurch gekennzeichnet, daB die Viren 
umhOllte Viren sind 

30 



35 



40 



45 



50 



55 



60 



65 
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